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8- メ ト キ シ ソ ラ レ ン + 長波 長 紫外線 の
サ イ ク リ ソ A, B m R N A に対する影響
金沢大学医学部医学科皮膚科学講座 (主任 : 竹原和彦教授)
自 崎 文 朗
Gl/S 期境界部に同調 させ た HeLa 細胞 に 対 して/8- メ ト キ シ ソ ラ レ ン (8- m etho xy pso rale n,8M O P) 添加乱 長波長紫外
線(lo ng w a v el ngth ultr avi01etlight, U VA) 照射(P U V A) 1回 処置を行い , 細胞動態学的変動 を検討 した . 細胞動態学的指
標 と して , フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー (flo w cytom etry, F C M) に よ り測定 された G 2 + M期細胞の 分画(G 2 + M分画) お よ び
G2 + M分画 に おけ るM 期細胞の 比率を用 い た . さ ら に , 細胞周期に お い て G2期 か らM 期 へ の 進 行を制御 して い る と考 え られ
て い る サ イ ク リ ン A, B m R N Aの 発現量を ノ ー ザ ソ プ ロ テ ィ ン グ法を 用い て 経 時的に測定 した . 8 M O P添加も U V A照射も
行わ な か っ た 群 (無処置群), 8 M O P を添加せず U V A照射を行 っ た 群(U V A照射群)お よ び 8M O P を添加 し U V A照射 を行
わ な か っ た群 (8 M O P添加群) で ほ , 7.5時間後に G 2 + M分画が最大 とな り , こ れ に は ぼ 一 致 して サ イ ク リ ン A , B m R N A
の 発現量の ピ ー ク が認 め られ た . さ らに12時間後 に ほ大部分 の 細胞 が G l期に 移行 し , 1 5時 間後 ま で に は サ イ ク リ ン A , B
m RN A の 発現量 は 0時間後の レ ベ ル に まで 減少 した . 一 方 , P U V A l回処置 を行 っ た 群 (P U V A処置群) で は27時間後に
G 2分画の 割合 が60%を越え, そ の 後96時間後 ま では 大部分の 細胞が G 2期に と どま っ て い た が , サ イ ク リ ン A , B m R NA の
発現量の 増加ほ , 観察 した 時間内で は ほ とん ど認め られ な か っ た . 得 られ た 成績か ら , P U V Aに よ り生 じた G 2寄 掛 こほ , サ
イ ク リ ソ A お よ びB の 発現抑制が関与 して い る こ と が 示 唆さ れた .
Key w ords flow cyto m etry, P U V Atherap y, epiderm alc ell kin etics, CyClin A, CyClin B
P U V A療法 は t 8- メ ト キ シ ソ ラ レ ン (8- m etho xy ps or ale n,
8M O P) を 内服あ る い ほ 外用後 , 長 波長紫外線 (lo ng w a v e-
1e ngth ultr a violetlight, U V A) を 照射す る光化学療法の 1 つ で
あ り, 臨床 的に は表皮 の 増殖活性 の 克進 を特徴 とす る尋常性乾
癖 に 有効な治療法 と して広く応用 され て い る1)2). そ れ と と も に
PUVA の 表皮細胞動態に及ぼす影響も実験的 に 研究 され , 試
験管内実験な らび に 生体内実験の 両者 に お い て , P U V A は 正
常表皮ケ ラ チ ノ サ イ トの D N A合成と核分裂 を抑制す る こ とが
示 されて い る3 ト8〉. 最近 , P U V Al 回照射後の 非同調培養 ヒ ト
表皮ケ ラ チ ノ サ イ ト に お け る細胞動態学的変化 に つ い て , フ
ロ ー サ イ トメ ト リ ー (flo w cyto m etry, F C M)な どの 手技 を用 い
検討 され , そ の 結果 , P U V A処置直後に細胞 は Gl期 で停止す
るが , Gl ブ ロ ッ ク 解除葎部分的に 同調 した 細胞集団が S 期 に
流入 す る こ と, さ らに G2期か らM 期 へ 流入す る細胞 の 減少 に
よ り , G 2期 に お け る細胞苔横を誘導 し, こ の こ と に よ り 細胞
増殖が抑制 され る こ とが 明 らか に された8)10). しか し, P U V A処
置忙 よ る G 2事績の機序は充分解明 されて い な い .
細胞周期の 制御機構に つ い て は , 近年生化学 , 分子生物学的
側面からの 報告が増加 して い る . 1983年Ev a n sら川 は ウ ニ の 卵
割周期に同調 して 合成と分解を繰 り返す タ ン パ ク 質を 発見 しサ
イ ク リ ソ と命名 した . そ の 後現在 ま で にA , B お よ び数種頼 の
G lサ イ タ リ ン が 同定 され , それぞれ細胞周期 の 異な っ た 時期
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Ab bre viatio n s :C V, C Oeffic e nt of v ariatio n; D M E M,
に発現す る こ とが 知られ て い る . 特に サ イ ク リ ソ B ほ1971年に
Ma s ui ら
t2)に よ り減数分裂 を誘導す る括性 と して カ エ ル 卵 に見
出され て い た M 期促進因子(M-phas epr o m oting factor, M P F)
の 構成蛋白 である こ とが 明 らか に され て お り , G 2期か らM 期
へ の 進行 を制御 して い る と考えられ て い る . ま た サ イ ク リ ソ A
ほ l サ イ ク` リ ン B と比較 して よ り細胞周期の 早い 時期に 活性化
され る が , 機能 的に も M期 の 開始だけで は なく , S 期の 開始に
も関与 して い る と考 え られ , D N Aの 複製開始 の シ グ ナ ル や転
写を 制御す る因子と して 働 い て い る と考え られ て い る1
3)
.
そ こ で 本研究 で は P U V A処置後観察され る G 2蓄積の 起こ
る機序を解明す る た め に , P U V Al 回処置を同調 HeLa 細胞
に 行い , そ の 後誘導 さ れ る細胞動態 お よ び サ イ ク リ ン A , B
mR N A発現量 の 経時的変動に つ い て 検討 した .
材料 お よび方法
Ⅰ . 細胞培養 お よ び同調増毛
1 . 使用細胞 と そ の 培 養条件
HeLa 細 胞を 1 デ ィ ッ シ ュ 当 り 5.0×105 個 の 密度 で , 直径
100m m の Falc o n組 織 培養 デ ィ ッ シ ュ (Be cto n Dickins on,
Lin c oln Park, U.S. A .) 内で 分散培養 した . 培養液に は , 10%ウ
シ 胎児血清(Ⅰ. C. N. Bio m edic als, Costa M e sa, U .S. A.),2m M グ
ル タ ミ ソ (大 日 本製薬 ! 東 京), 100u nits/ml ペ ニ シ リ ソ G
Dulbec c o
'
s M odified Eagle
'
s Medium ; F C M, flow
CytOm etry ;8M OP, 8- Methoxy psor alen; M OPS, rhorpholin opropa n es ulfo nic a cid; M P F, M - Phas epro motlng






























































(Gibco, Gra ndsla nd, U･S･ A･), 100pg/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ソ
(Gibco) を添加 した ダ ル
ベ





s Mediu m, DM E M)(コ ス モ バ イ * . 東京)を 用
い た . 培養細胞ほ 5% 炭酸ガ ス 通気の 培養装置内に お い て37 ℃
で培養 した .
2 . 同調培養
Gl/S 期境界部で の 同調培養は , Heintz ら
1 4) の 方法 で 行 っ
た . すな わ ち培養開始 2 日後, 培養液中に 2･5m M の チ ミ ジ ン
(Sigm aC he mic al, St･ Louis, U ･S ･A ･) を 加 え , 12時間培養 し
た . D M E M で 3 回洗浄後, 通常 の 培養液で16時間培養 を継続
した後, D N A ポ リメ ラ ー ゼ α 特異的阻害剤である ア フ ィ ジ コ
リ ソ (和光純薬, 大 阪: 以下試薬塀で特に 記載 の な い もの ほ 当
社の 製品を 用 い た .)を 5鵬/ml加 え , さらに12時間培養 した ･
Ⅰ . P U V A処置
ア フ ィ ジ コ リ ソ を 除い た後 , P U V A処置群 は培養細胞 を暗
所に お い て 1FLg/m1 8 M O P(Sigm a chemic al) 添加培養液に37 ℃
で20分浸潰 した の ち , U V A O.4J/c m2 を 1回 照射 した . 光 源に
はブラ ッ ク ラ ン プ 東芝 F L 20S-B L B(波長領域 300～ 430n m ,
ピ ー ク波長 352 ±5n m , 東芝, 東京)が 2本並列 した 装置 を使用
した . 照射時に は 波長 320n m 以下の 中波長紫外線を完全 に 遮
断す るた め紫外線透過 フ ィ ル タ ー U V-34(H O Y A, 東京) を 使
用 し, デ ィ ッ シ ュ 下面 よ り U V Aを照射 した . な お , 照射前 に
毎回紫外線強度計 U V R-305/365 D型(東芝光学 , 東京)で 照射
強度を検定 した .
対照 と して , 8 M O P添加 な らび に U V A照射 とも に 行 わ な
か っ た無処置群 , U V A照射 の み を 行 い , 8 M O P添加を行わ な
か っ た U V A照射群 , 8M O P添加 の み 行い , U V A照射を行わ
なか っ た 8 M O P添加群 の 3群を 用い た .
Gl/S 境界部 へ 同調 した HeLa 細胞 は ▲ D M E M で 3 回洗浄 し
ブロ ッ ク を 解除 した . 各群 とも ブ ロ ッ ク 解除1 時間以内 に そ れ
ぞれ の 処置を行い , 処置直後を 0時間と し , 0 か ら15時間後ま
で の 種々 の 時点 で 細胞を採取 した . さ ら に P U V A処 置群 は9 6
時間後ま で 細胞の 採取を行 っ た . な お , い ずれ の 実験も少 なく
とも 4回行 っ た .
Ⅲ . F C M測定
細胞 の 採取 は培養液 を除 い た 後 , リ ン 酸 緩衝生理 食塩水
(phosphate-buffer ed salin e, P B S)で 2 回洗浄 し , 0.25%ト リ プ
シ ン (Sigm a che mic al)と0.02% E D T Aの 等量混和液を加え て




シ ソ イ ン ヒ ビタ ー (Sigm a chemic al) で
反応を止め た後 , 採取 した 細胞 を P B Sで 2 回洗浄 し , 細 胞浮
遊液を作成 した . こ の 細胞浮遊液を-20 ℃の70% エ タ ノ ー ル で
1時間固定 し, 0.1 M ト リス 一塩酸緩衝液(pH 7.4) で 洗浄後 ,
0･1% R NA 分解酵素(Typeユー A, Sigm a che mic al) 含有0.1M ト
リ ス 一 塩酸緩衝液 に37 ℃ で30分浸 した . 遠 心後上 溝 を除き , 沃
化プ ロ ビ ジ ウ ム (propidiu m iodide) (Sigm a che mic al) 50FLg/
nl含有 0.18 M トリス 一 塩酸緩衝液(pH 7.4)を 加え , 1時間暗所
で染色 し, F C M測定 に供 した . 凝集 した 細胞 を除去す るた め ,
測定の 直前に 浮遊細胞を 4恥 m ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で濾過 した .
FC M 測定に は フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー F CS-1 型(日本分光, 東
京)を使用 し , 毎回30,000個 の 細胞を計測 した .
Gl期細胞分所(Gl 分画), S期細胞分画(S分画), G 2 + M期
細胞分画(G 2 + M分画) の 億は l フ ロ ー サ イ り 一 夕 一 に直結
した コ ン ピ ュ ー タ ー を 用い て D N Aヒ ス トグ ラ ム か ら算定 し,
い ずれ も全細胞数に対す る百 分率 で表 した . 解析試料の す べ て
に お い て , G l ピ ー ク の 変 動係数 (c o effic e nt of v ariatio n,
C V) の 値は 5%以下 で あ っ た .
Ⅳ . G2+M 分画 におけ る M期細胞の比率 の算定
対照群の 9時間後 お よび P U V A処置を行 っ た48, 72, 96時
間後 の 試料の 細胞浮遊液を エ タ ノ ー ル に 固定後, 細胞を ス ラ イ
ドガ ラ ス 上 に 塗布 し, ギ ム ザ染色を 行 っ た . 光 学顕微鏡で50 0
個細胞 を鏡検 し , 分裂前期か ら分裂後期ま で の 核分裂像を示す
細胞数を求め , M 期細胞の 比率を全 G2 + M期細胞数に 対す る
百 分率で 算定 した .
Ⅴ . mR N Aの 解析
1 . 全 R N Aの 抽出
全 R N Aの 抽出は F C Mと 同 じデ ィ ッ シ ュ の 細胞 を用い て 行
い , C ho m czyn skiら
15)の 酸性 グ ア ニ ジウ ム チ オ シ ヤ ネ ー ト ー フ
ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 法 に 従 っ て 行 っ た . すな わ ち ト リ プ シ
ソ 処理 に よ り調整 した 各細胞浮遊液 を 1.5ml の サ ン プ リ ン グ
チ ュ ー ブに 入れ 遠心 し, 上 帝を 除い た 沈鐘 に , 40恥1 の グ ア ニ
ジ ウ ム チ オ シ ト ネ ー ト 溶液 [4 M グア ニ ジウ ム チ オ シ トネ ー ト
(Fluka, Bu chs,S witz erla nd),25m M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム , 0.5 %
N- ラ ウ ロ イ ル サ ル コ シ ソ (Sigm a.C hemic al), 0.1M 2-メ ル カ プ ヤ
エ タ ノ ー ル] を 加え て , 充分に撹絆 した . 等量の フ ェ ノ ー ル ,
1/5容量の ク ロ ロ フ ォ ル ム , 1/10容量の 2 M酢酸 ナ ト リ ウ ム
緩衝液(pH 4) を こ れ に 加え, 充分携拝後遠心 した . 氷層を 別の
サ ン プ リ ン グ チ ュ ー ブ に 入 れ , 等量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加え
遠心後 t 上 階を 除き▲ R N Aの 沈殿 に70% エ タ ノ ー ル を 加 え て
こ れ を 洗浄 した . こ の R N Aの 沈殿を , 0.1%の ジ ュ チ ル ビ ロ カ
ル ポ ネ ー ト (Sigm a.Chemic al) で 処理 した 蒸留水 で 溶解後 ,
260n m の 吸光度を測定 し, 総 R N A濃度 を求め た .
2 . ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
抽出 した 全 R N A lOpgを50%ホ ル ム ア ミ ド(Fluka),1 7.5 %ホ
ル マ リ ン を 含 む 2 % 3-N-モ ル ホ リ ノ プ ロ バ ン ス ル ホ ン 酸
(m orpholin opr opa n e s ulfo nic a cid, M O P S) 緩衝液(10m M M O P S,
4m M 酢酸ナ ト リ ウ ム 緩衝液 , 0.5m M E D T A)(pH7.0)に 溶解
し, 65 ℃で15分間反応 させ て , 2.2 M の フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ド含
有1% ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い , 1× M O P S緩衝液中で電気泳動
した . 泳動後 の ゲ ル ほ 20× S S C(3 M塩化ナ ト リ ウ ム , 0.3 M ク
エ ン 酸 ナ トリ ウ ム) で 洗浄 し, 20× S S C を使用 して ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス フ ィ ル タ ー (Schleicher& Schu ell, Das sel, Ger m a ny) に
キ ャ ピ ラ リ ー ブ ロ テ ィ ン グ法で転写 した . 転写後 フ ィ ル タ ー を
6× S S Cで 洗浄 し, 乾燥 さ せ , さ ら に 紫 外線 ク ロ ス リ ン カ ー
(Str atage n e, L AJolly, U.S. A.)を用 い て R N Aを フ ィ ル タ ー に
固定 させ た .
3 . プ ロ ー ブの 作成
ヒ トサ イ ク リ ソ A , B の cD N A は東京薬科大学生命科学部
ゲ ノ ム 染 色体機能学安 田秀世教授 よ り , ま た β ア ク チ ン の
cD N A ほ金沢大学第 二 生化学山本博教授よ り供与 され たも の を
使用 した . こ れ らの cD N A を そ れぞれ 25ng ず つ , ラ ン ダ ム プ
ラ イ マ ー D N Aラ ベ リ ン グ キ ッ ト (宝酒造, 京 都) を用 い
32p-d C T Pで標識 し, 1.0×10
&
cpm/pg 以上 の 比活性 をも つ プ
ロ
ー ブを 作成 した .
4 . ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン
R N Aを 固定 した フ ィ ル タ ー を 6×S S C で浸漬 し, ハ イ プ リ
バ
ッ ク (コ ス モ バ イ オ) に 入 れ , 6×S S C, 5′× デ ソ
ハ ル ト 液
[1 % フ ィ コ ー ル , 1 % ポ リビ ニ ル ピ ロ リ ドン , 1 % ウシ ア ル ブ ミ
ン (す べ て Sigm a chemic al), 0.5 % S DS, 100pg/ml サ ケ 精 子
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D NA(べ - リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム 山之 札 束京)1か らな る プ レ
ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液 を 3mI加 え , 68 ℃で 4時間反応さ せ
た . 反応後標識 した プ ロ ー ブ を 3×10
6
cpm 加 え . さ ら に｣ 6時
間 , 68 ℃ で反応さ せ た . 反 応終了後 , フ ィ ル タ ー を 0･Ⅰ% S D S
含有 2×S S C を用 い ∴ 室温 で 5分 3 回洗浄 し , さ ら に 0･l%
S D S含有 0.2×S S Cを 用 い , 65 ℃ で30分 2回 洗浄 した . 洗浄後
フ ィ ル タ ー を サ イ ク リ ソ A は24時間, サ イ ク リ ン B , βア ク チ
ソ は12時間室温 で 露光 さ せ , バ イ オ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー
BA S 2000(富士写真 フ イ ル ム , 東京) を用 い て バ ン ド の 相対強
度を定量 した . こ の 際サ イ ク リ ン A , B の 値ほ , βア ク チ ン の
値で 険 して 補正 した . そ の 後そ れ ぞれ の フ ィ ル タ ー を , サ イ ク
リ ソ A ほ72時間 , サ イ ク リ ン B , β ア ク チ ン は24時間の オ ー ト
ラ ジオ グ ラ フ ィ 一 に 供 した . な お 各 バ ン ド の 大き さ ほ , リ ボ
ゾ ー ム RNA の 位 置か ら計算 した .
∵
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Fig.1. D N A histogr a m softhe c o ntr oI HeLa c e11s after r el a sefr o m aGl/S bo u ndary block m e a s ur ed byflo w cyto m etry･ HeLa
c ells w er e syn ｡hro nized at the Gl/S bo u ndary by a sequ e ntial
･ thymidin e a nd aphidic olin do uble blo ck･ (A)Cells without8 M OP
addit｡ n n ｡ rUV Ar adiati｡ n. (B)Ceus tr e ated with O.4J/c m2 U V Aradiatio n. (C) Cells tr e ated with lpg/m1 8 M O Paddito n･
2C, diploidchr o m o so m alc o mple m e nt ;4 C, tetr aploidchro m o s o m alc o mple m e nt･
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Fig .2. Expr e ssio n of cyclin B, CyClin A a ndβ-a Ctin mR N A
le v el in U V A-irr adiated HeLa c ells by a n orther nblot
a n alysIS. A cyclin B pr obe m ade by r a ndo m prl m er
labeling o王 the l･6 k bp cyclin B cD N A･ Arr o windic ates a･
cyclin A m R N Aof 2･2 k bp･ 18S a nd 28Sribo so m al R N A
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Fig.3･ T he pr opo rtio n s of cels in G 2 + Mphas e a n
d
r elativ einte n sity of cyclin B a nd Am R N A le v els in U V
A
irradiated HeLa c ells fr o m the n o rther n blots which
m e as ur ed by a irn age-a n alyze r a nd n or m aliz ed to that of
B-a Ctin . ロ, per C e ntage Of c e11s in G 2 ←M fra ctio nplotted
again st the tim e; ⑳,1e v elof cyclin B m R N A;○,1ev elof
CyClin A m R N A･
P U V Aの サ イ ク リ ソ 発現に 対す る影響
成 績
工. 対照群 の細胞周期分布の変動
無処置群で ほ同調解除直後 , ほ と ん どの 細胞が Gl/S 期境界
部に 存在 して い た が , 3時 間後 に ほ 同調 した ま ま S 期 に 移動
し, 6時間後 に は G 2 + M期に 達 し, 1 2時間後 ま で に は 大部分
の 細胞 ほ再び Gl 期に 移行 し た (図 1 A). U V A照射群( 図
1B),8 MO P添加群(図1 C)で も無処置群と ほ ぼ同様の 経時的変
動が認め られ た . G 2 + M分画 に お け るM 期細胞 の 比率 は無処
置群の 9時間後 で ほ43%で あ っ た .
Ⅰ . UV A照射群 の G 2+M 分画 お よぴサイ ク リ ン A, B
m R N Aの 変動(図2 , 3)
G2+M 分画 の 値は U V A照射7.5～ 9時間後 に60%を 超え る
高い 値を 示 した . サ イ ク リ ン B m R N A量ほ 6時間後よ り増加
し始め , 9時 間後 に 最大とな り , 15時間後 に は急速 に減少 し
た . 一 方サ イ ク リ ン A m R N A量は サ イ ク リ ン B より早く7,5時
間後に最大と な り , 以後漸減 した . そ れぞれ 0時間の 値 に 比 べ
て , ピ ー ク時 でほ サ イ ク リ ン Bほ 約 5倍 , サ イ ク リ ン A は約 3
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Fig･ 4･ D N A histogra ms of the P U V Atre ated HeLa c ells
after r ele a s efr o m aG l/S bo u ndary blo ck by flow
CytOm etry･ 2 C, diploid chr om o so m al c o mple m e nt; 4C,
tetr aploidchro m o s o m al c o mple m e nt.
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Fig･5･ Expr es sio n of cyclin B, CyClin A a ndβ-aCtin mR N A
Ie v els in P U V Atr e ated HeLa c elIs by a n orthe rnblot
an alysis･ Arr o windic ates a cyclin A m R N Aof 2. kbp.
18Sa nd 28Sribos o m al R N Aw er eu s ed as size m arkers.
C, C O ntr OIsa mple of g hr afte rU V A irr adiatio n.
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の 時 間に お い てほ ぼ同量 の 発現が 認め られ た . 両 サ イ ク リ ン
m R N A量 の ピ ー ク は G 2 + M分画の ピ N ク に ほ ぼ 一 致 して い
た ･ 無処置群 . 8M O P添加群で も U VA 県射群と同様の 経時的
変動 が認め られ た .
Ⅲ ･ P U V A処置群の細胞周期分布の変動(図4)
P U V A処置群 の 細胞 は対照群 に 比 べ て よ り遅い 速度 で S 期
を進行 した ■ すな わ ち 6時間後 , 12時間後に お い てほ ま だ大部
分の 細胞ほ S期 に 存在 し, 24時間後 に ほ そ の 一 部が G 2 + M期
に 入 り , 36時間後に は ほ とん どの 細胞が G 2 + M期に 達 した .
大部分 の 細胞 ほ 乳 72, 96時間後 で も G2+ M 期 に 存在 し ,
G l期の 細胞は ほ とん ど認め られ なか っ た . G 2 + M分画に おけ
る M 期細胞 の 比率 は , 48, 72, 96時間後 に そ れ ぞ れ 9タ` ,
11% , 8%と著 明に 減少 して い た .
Ⅳ ､ P UVA 処置群の G2+ M 分画お よびサイ ク リ ン A, B
m R N A の変動(図5, 6 , 7)
P UV A処置後サ イ ク リ ン A , B m RNA 量の 発現 の 増加ほ検
出され ず, G2+ M 分画の 比率が60%を超 えた27時間後 に お い
て も , そ の 増加は 認め られ なか っ た . さ ら に , 48, 72, 96時間
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Fig. 7. Relativ einte n sity of cyclin B a nd A m R N A le v elsin
P U V Atreated HeLa c ellsfr o mthe n orther nblots which
m e as ured by a im age- a n alyze r a nd n o r malized to that of
β- a Ctin. ⑳,1e v elof cyclin B m R N A; ○, 1e v elofcyclin A
皿 R N A.
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か っ た .
考 察
P U V A処置 の 表皮に 対す る細胞動態学的作用 に 関 して は ▲
種 々 の 実執成槙 が報告 さ れ て い る . Walter ら
3)ほ器 官培養 され
た マ ウ ス 表皮 に お い て , P U V A処置後早期 に D N A合成 の 減少
が起 こ る こ とを 観察 して い る . そ の 後チ ミ ジ ン 標識指数を用 い
た 経時的観察で5), マ ウ ス 表皮に お い て D N A合成 は最初の 数時
間は抑制 され る が , そ の 後数日間は逆 に 克進す る こ と が 見出さ
れ, こ れ は P U V A処置後の Gl/S 境界 ブ ロ ッ ク に よ るS 期細
胞の 減少 と同ブ ロ ッ ク解 除後 の S 期細胞の 増加に よ る現象であ
る と後 に 推測 され て い る6). 一 方 G 2 お よびM 期の 細胞 の 変動 に
関 して は , 19 引年Jobn sen ら
一)が , 培養表皮ケ ラ チ ノ サ イ トに
1J/c m2 の P U V A処置を行 い , 照射後細胞増殖の 抑制 とM 期細
胞の 減少 が起 こ り , また 多倍体細胞が認め られ た と報告 して い
る . 1 982年 Hyodo らl¢) は , マ ウ ス 乳 が ん 細胞 の 樹 立 株
(F M 3 A)に 0.1J～ 0.5J/c m2の P U V A処置を行い , 12～ 30時間後
に D N Aヒ ス トグ ラ ム の G 2 + Mピ ー ク は よ り高く な るが , 同
時期に 核分裂指数 は ほ とん ど増加 しな い こ と を観察 し, 細胞は
G2 期で 停止す る こ と を 明らか に した . ま た最近わ れ わ れ の 教
室の ⅩAw ar aら
gl
, 坂井
lO)は , 非 同調の 培養 ヒ ト表皮 ケ ラ チ ノ サ
イ ト に 0.4J/c m2 の P UV A処置を行い , F C Mに よ る D N Aヒ
ス ト グ ラ ム 解折 を行 っ た と こ ろ , P U V A処置24時間後 よ り , M
期細胞 の 比率の 著明な減少を伴う G2+M 期細胞の 増加を見出
した . さ らに Ki-67抗原 と D N A量の 同時測定に よ り , G 2期
に 蓄積 した 細胞の 多くは Ki牒7 陰性細胞で ある こ と を 示 し, 大
部分の G2蓄積細胞ほ細胞周期か ら離脱 した 細胞 , すな わ ち
G 2Q 細胞である と推論 して い る . こ の ように P U V A照射に よ
り細胞は G 2期に 事績す る こ と が 明らか に され て い るが , こ の
現象が どの よう な機序 で 起 こ っ て い るか は現在 まで 明 確に され
て い なか っ た .
一 方 , 細胞 周期 の 制御機構に つ い て の 研究は遺伝子 レ ベ ル に
お い て 近年急速 に進み つ つ ある . 1988年 Loh ka ら
1 7)ほ M P F を
精製 し, M P F ほ分子量 34k Da と 45k Da の 2種類 の タ ン パ ク
質で 構成 され て お り, H lヒ ス ト ン キナ
ー ゼ活性を 有す る こ と
を 明らか に した . 34k Da の タ ン パ ク 質ほ , Hl ヒ ス ト ソ キ ナ
ー
ゼ 活性を も つ Cdc2 キナ ー rQ
18)
,45k Da の タ ン パ ク 質は サ イ ク リ
ソ B
潤 で ある こ と が 後に 同定 され て い る . 現在 ま で こ の 複合体
に よ る G 2期か らM 期 , 次 の Gl期 へ の 進行の 制御 は種 々 の 実
験結果か ら次の よ う に 結論 され て い る
20)
. す なわ ち S 期 で 合成
され た サ イ ク リ ソ B が cdc2 キナ
ー ゼ と 結合す る と , Cdc2 キ
ナ ー ゼ の15番目 の チ ロ シ ソ 残基が w e el キ ナ ー ゼ に よ りリ ソ 酸
化 され ∴直ち に こ の 複合体は不 活性型に かわ る ･ サ イ ク リ ソ B
の 合成の 増加に つ れ て , 不 活性型の サ イ ク リ ン B
･ Cdc2 複 合
体 は細胞内に 蓄 え られ , D N A合成が終了す る と , こ の 後合体
の リ ソ 酸化 されて い た チ ロ シ ソ 残基が 脱リ ソ 酸化 され , 急激 に
活性型 とな る . 活性型 と な っ た複合体は セ リ ン/ス レ オ ニ ソ プ
ロ テ ィ ソ キ ナ ー ゼ 活性 を有 し , こ の 活性に よ り染色体凝集 , 微
小管再構成 , 核膜崩壊などの M 期の 一 連の 現象が 引き起 こ され
る . そ の 後サ イ ク リ ソ B の ユ ビキ チ ン化が 起 こ り, サ イ ク リ ソ
B は特異的 プ ロ テ ア ー ゼ に よ り分解を受 れ cdc2 キナ ー ゼ は
括性を失う. こ れ に よ りM期 は終了 し, 細胞は Gl期に進行す
る こ とに な る .
また サ イ ク リ ソ A は, そ の mR N A をア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の
卵母 細胞に 注入す る と卵成熟 が誘導 され る こ と や
21)
, G 2期の
HeLa 細胞に 抗サ イ ク リ ソ A抗体を 注入 する と , M期 へ の 移行
が 抑制 され る こ と
之Z〉
よ り , サ イ ク リ ン B と同様 に G 2期か らM
期 へ の 進行 に 関連 して い る と考 え られ て い る . しか しサ イ ク リ
ソ B と異な り , Gl期 に 抗 サ イ ク リ ソ A 抗体 を ラ ッ ト の 線 維芽
細胞や HeLa 細 胞に 注入 す る と , D N A合成 が抑制 さ れ る こ
と22)23)よ り , S期 の 開始 に も関与 して い る こ とが 知 られ て い る.
また そ の 他 に S期 に お い て は , 転 写 因子 E 2F, 癌抑制遺伝子
R b(r etin obla sto m a)の 関連 タ ン パ ク 質 plO7 と とも に キナ ー ゼ
活性を 持 つ 複合体を形成 し, 標的遺伝子 の D N A結合蛋白をリ
ソ 酸化 し , 転写を促進さ せ る働きもある
叩 こ と が 示唆 され て い
る.
以上 の こ と よ り , G 2期か らM 期 へ の 移行 に お い て サ イ ク リ
ン A , B が主 に 関与 して い る と考 え ら れ る . そ こ で 著 者ほ -
P U V A処置 に よ り G2期か らM 期 へ の 進行が 阻害 され る機序
の 解明 の た め , HeLa 細 胞を用 い て サ イ ク リ ン A , B の
m R N A量を P U V A処置後経時的 に 測定 し, PU V A処置に よ
る細胞動態の 変動 お よ び サ イ ク リ ン A ∴B m R N A発現量の 経
時的変動を検討 した .
そ の 結果 , U V A照射群 に お い て 同調 した細胞群 はす みや か
に G l期か ら S期 に 移行 し, 1 2時間後 に は 同調 した ま ま再 び
Gl期 に 戻 る こ と が 示 され た . また , サ イ ク リ ソ B m R N A量は
S期後期 か ら増加 し始め , M 期で最大と な り , Gl期 に 入 り し
ばらくほ引き続 い て存在 した が , 15時間後に は 急速 に減少 し
た . サ イ ク リ ン A m R N A量は ほ ぼ同様の 変動 パ タ ー ン を示 し
た が , サ イ ク リ ソ B の ピ
ー ク に 比 べ よ り早い 時間に ピ ー ク に 達
し, 以後漸減 した . これ らサ イ ク リ ソ A , B m R N A量の 変動
パ タ ー ン ほ ▲ こ れ ま で に 報告 され て い る結果
25)26)と ほ ぼ 同 じで
あ っ た . ま た無 処置群 , 8 M OP 添加群 でも U V A照射群と同様
の 結果であ っ た こ と よ り , U V A単独 , 8 M O P単独の 処置は細
胞動態お よ び サ イ ク リ ン A , B の 発現に 影響を及ぼ さな い こ と
が確認 され た .
一 方 , P U V A処置群の 細胞 は , 対照群と比 べ 明らか に 異なる
細胞動態を 示 した . す なわ ち PU V A処置後 の 細胞は処置後S
期を対照 に 比 べ て よ り緩徐 に 進行 し, 36時間後に ほ大部分の 細
胞が G2+M 期 に 移行 した . しか し大部分の G2+M 期の 細胞
はそ の ま ま96時間後ま で Gl期に 移行 しな か っ た . こ の 蓄帝し
た G 2+ M 期の 細胞 ほ鏡検に よ り , 大部分が G 2期の 細胞であ
る こ と が 明らか に され , 同調 した HeLa 細胞 で も培養 ケ ラチ ノ
サ イ トと 同様 に , P U VA 処置に よ り G2期蓄積 が惹起 され る こ
と が確認 され た .
さ ら に , P U V A処置 は サ イ ク リ ソ A , B m R N Aの 発現に 対
して も同様 に 影響を及ばすこ とが 明らか に され た . す なわ ち,
サ イ ク リ ン A , B m R N A は両者 とも細胞群が Gl期か らS期
に 移行 した 6 ～ 12時間後 の 時点, G 2期に60% 以上移行 した27
時間後の 時点 , そ して 大部分の 細胞 が G 2期 に 事績 して い た96
時間後の 時点 で も P U V A処置直後と同 じ レ ベ ル に と どま り ,
発現量の増加は観察 され なか っ た . ま た , こ の mR N A合成の
抑制は 同時に測定 した βア ク チ ン m R N Aの 発 現 レ ベ ル が
P U V A処置の 影響を受けなか っ た こ とか ら, PU V A処置に よ
る細胞 の 致死的作用に よ るも の で ほ な い と考え られた . 著者の
実験結果から P U V A処置に よ り サ イ ク リ ソ A , B m R NA 合成
が著明に抑制され る こ とが 明 らか に な り , P U V A処置後に誘
導 され る G 2蓄横に ほ サ イ ク リ ソ A および Bの 合成抑制が強く
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関与 してい る こ とが 示 唆 された ･
Mu s chel ら
27) は Ⅹ線照射が HeLa 細胞 の サ イ ク リ ン の 発現に
及ばす影響に つ い て検討 し , 放射線 に よ る細胞分裂 の 遅延忙 サ
イ ク リ ソ Bの 発現抑制 が関与 して い る こ とを 示 唆 して い る . ま
た
一 時的な G 2蓄積を誘導す る 6 グレイ の 照射量で ほ , 細胞が
G 2期に蓄漬 して い る 間サ イ ク リ ソ13m R N Aの 抑制 と サ イ ク
リ ソ A mR N Aの 増加 が , 恒久的な G2 蓄語を誘導する10 グレ
イ では , サ イ ク リ ソ A , B m R N Aの 抑制が 観察 され る こ とか
ら, サ イ ク リ ン A とB で は Ⅹ線処理 に よ る発現 パ タ ー ン に逢い
がある細 と も述 べ て い る . 今 回著者の 行 っ た紫外線に よる実験
では t 観察時間に お い て細胞は G 2期 に蓄賛 し続け , こ の 時点
での サ イ ク リ ソ A , B m R N Aの 発 現は い ずれも抑制 され ,
Mu schel らの 行 っ た 恒久的な G 2蓄積を誇導す る実験成績 と同
様の 結果と考 え られ た .
乾癖患者の 病変部で ほ , 表皮の 細胞周期時間が 正 常表皮に比
べ 1/8に 短縮 し, 胚芽細胞 に対す る細胞周期 を回転 して い る
細胞の 割合が増加 して い る こ とが 知 られ て い る
28)
. 筒井8)は テ ー
プス ト リ ッ ビ ン グに よ り増殖活性が克進 した モ ル モ ッ ト表皮に
P U V A処置を行い , G 2期で の 細胞蓄硬 とそ れ に 伴う核分裂 の
減少が正常表皮 に比 べ て , 増殖が 克進 した 表皮で は よ り長く継
続する こ と を報告 し, P U V Aの 細胞周期の 進行 に 対す る主要
な作用 は細胞 の G2 期で の 蓄積で あ ると推論 して い る . 著者の
実験成績か らも P U V A処置 に よ り, 細胞 の G2蓄積が生 じる
こ とが確認 され , こ の G2蓄積 ほ サ イ ク リ ン A . B m R N Aの
発現抑制が強く関与 してい る こ と が示 さ れ た . P U V Aの 作用
幾序と しては細胞周期 に 対する直接的 な影響の 他に , テ ン ゲ ル
ハ ン ス 細胞を 介 した遅延型過敏反応 の 抑制30)も考え られ て い る
が, 著者 の 実験結果 か ら , サ イ ク リ ン A , B m R N Aの 発現抑
制を介 した 表皮細胞 の 増殖抑制が P U V Aの 作用磯序の 一 つ と
して重要 で あ る こ と が示竣 され た .
P U V A処置が サ イ ク リ ソ A お よ び Bの 発 現を 抑制す る機序
に つ い て ほな お 不 明 で あるが , P U VA の D N Aに 対する作用の
一 つ と して U V A照射に よ り ソ ラ レ ン が ビ リ ミ ジ ン 塩基 との 間
に架橋構造を形成する こ とが 知 られ て い る3t). こ の こ と に よ り
正 しい 転写が 不 能と な り, 結果的に サ イ ク リ ン の 発現抑制を介
して細胞周期 の 進行が ブ ロ ッ ク され た もの と推察 され る . 放射
線に よ る G2 ブロ ッ ク ほ , 放射線に よ る D NA 損傷があ っ て も
G 2ブ ロ ッ ク が 生 じな い 出芽酵母 の 変異株 rad 9の 研究に よ り ,
R A D 9遺伝子よ り合成 され た タ ン パ ク質 が w e el キナ ー ゼ を活
性化 し パ dc2 ･ サ イ ク リ ソ B複合体が活性化され な くな る ため
に 生 じる こ と が 明 らか に され て い る32). しか し今回 の 実験 で 観
察された サ イ ク リ ソ A , B mR N Aの 発現低下が , P U V A処 置
に よ る直接的なも の な の か , そ れ とも他の 遺伝子や遺伝子産物
によ る制御を受けて い るもの か に つ い て は , 今後検討す べ き課
題で あると 思われ る .
結 論
G l/S 期境界部 に 同調 さ せ た HeLa 細胞 に 対 し て P U V A
O･4J/c m2 , 1 回 処置 を行 い , F C M に よ る細胞動態学的観察と同
時に サ イ ク リ ン A , B m R N Aの 発現量を経時的に 観察 した .
得られ た成績ほ次 の ようで ある .
1 ･ U V A照射群で ほ 大部分の 細胞が G 2+M 期 に 存在す る
時に ほ ぼ 一 致 して , サ イ ク リ ソ A , B mR N Aの 発現量 の ピ ー
ク が認め られ , 細胞 が Gl期に 入 る と とも に 減少 した .
2 ･ 無処置群, 8 M O P添加群で は ▲ U V A照射群と ほぼ 同様
の 成績 が得 られ た .
3 ･ P U V A処置群で ほ27時間後に は G 2 + M期細胞 の 割合が
60%を超 え , そ の 後96時間後ま で は大部分の 細胞が G2 + M期
に あ っ た .
4 . P U VA 処置群 の G 2 + M期に 蓄積 して い た 細胞の 大部分
は , G2期細胞 であ っ た .
5 ･ P U V A処置群で は 観察 され た時間内に , サ イ ク リ ソ A ,
B m R N Aの 発現量の 増加は認め られ なか っ た .
得 られ た成績か ら, P U V Aに よ り生 じた 細胞 の G2蓄 掛 こ
は , サ イ ク リ ソ A , B m R NA の 発現抑制が関与 して い るもの
と示 唆 され た .
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Abstract
T he pres ent study inv e s tigatedthe efect ofsingle tre at m e nt with 8- m e thoxy ps orale n(8 M OP)+lo ng w av el ngth
ultraviolet light(PUV A)onthe c ellcyclekinetics and the cyclin A and BrnRN Aexpressionin HeLa cells. ne c ells w ere
synchronized at the G l/S boundary by thymidine a nd aphidic olin applicatio n, and w ere sequ nlially harv ested afterPUV A
tre atment. Un tre a ted cells and the cells tre at ed with U V Aradiatio n or8MOP application w er us ed as a c ontrol. Flow
cytom etry w as us ed todeterminethe proportions ofcellsin S
- and G2+M- phase･ T he proportio n ofM -phase c ellsin the
G 2+M c o mpar tm e nt Wa S e Stim atedby micro s c oplC e X amin atio n･ ¶1e eXPreSSion ofcyclin A a nd BmR N Aw asdetectedby
n orthernb10t analysis, a nd w asqu an tifiedbyimage-analyzer･ In the c ontr oIs, the c ohort ofsyn chro nized cels pr ∝ eeded
thro ugh S, G2 and M -phase, a nd the nreentered the G l-phase at12 hrafter treat m en･ nlelevels ofcyclin A andB mR N A
Peakedin G2+M phasea nd de cre ased to the baselinele velby 15 hr aftertre a t ment･ In c o n tr a st, PUV A-tre ated cells
proceed dslowlyin theSphase and the n accu m ulated in G2+ M phase unti196hrafterPUV Atreatm ent･ T heperc e n tage of
ce11sin M -Phase showed a m arked decreasein the acc u m ulated G2+ M compartm ent. Boththe cyclin A and BmR N A
expression were s tr o nglys uppre s s ed by PUV Atre a t m e n t a thetim ewhe n m ost of the ce11s acc u m ulated in G2phase. These
results s uggesthatG 2acc u mulationinduced by P U V Atre at m entisintim ately ass ∝iated wi tha decre ased e xpressio nof
CyClin A and BmR N A･
